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Resumo: Enterococos são cocos Gram-positivos, membros da microbiota humana e animal, sendo 
também encontrados em alimentos, solo e água. A resistência de enterococos a antibióticos têm sido 
muito estudada em amostras alimentares, ambientais e clínicas, porém poucos relatos avaliam a 
ação de biocidas sobre esses microrganismos. O hipoclorito de sódio (NaOCl) é um desinfetante 
muito utilizado na indústria de alimentos para eliminar microrganismos existentes em superfícies do 
processo de fabricação. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito de duas concentrações 
de NaOCl (2,5% e 8,5%) sobre vinte e dois  Enterococcus faecalis isolados de carne de frango e 
correlacionar com o perfil de resistência antimicrobiana dos isolados. A sensibilidade das amostras 
de enterococos frente às diferentes concentrações de NaOCl foi realizada através da técnica dos 
cilindros carreadores de aço inox tipo 304. Dois isolados (9,09%) apresentaram crescimento após a 
exposição à concentração 8,5% de NaOCl e cinco (23%) na concentração de 2,5%. Não foi 
encontrada relação entre tolerância ao biocida e o perfil resistência. É importante salientar que 
alguns mecanismos de tolerância aos biocidas podem ser transferíveis para outras células 
bacterianas e se tornar um grande problema de saúde pública.  
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In vitro study of different concentrations of sodium hypochlorite in Enterococcus faecalis 
 
Abstract: Enterococci are Gram-positive cocci, members of the microbiota and feed, also found in 
food, soil and water. The resistance of enterococci to antibiotics has been widely studied in food 
samples, environmental and clinical, however, few reports have evaluated the action 
of biocides on this microorganisms. Sodium hypochlorite (NaOCl) is a disinfectant widely used in 
the food industry to eliminate bacterial on surfaces of the manufacturing process. The aim of this 
study was to investigate the effect of two concentrations of NaOCl (2.5% and 8.5%) over twenty-
two Enterococcus faecalis isolates from chicken meat poultry and correlate with the antimicrobial 
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resistance profile of isolates strains. The sensitivity of the samples enterococos against the different 
concentrations of NaOCl was performed through the cylinder carriers of type 304 stainless steel 
test. Two isolates (9.09%) showed grow after exposure to a concentration of 8.5% NaOCl 
and five (23%) at a concentration of 2.5%. No relationship was 
found between biocide tolerance and resistance profile. It is noteworthy that some mechanisms of 
tolerance to biocides may be transferable to other bacterial cells and become a major public health 
problem in the future. 
 
Keywords: enterococci, tolerance, sodium hypochlorite. 
 
Introdução 
Os representantes do gênero Enterococcus são membros da microbiota do trato 
gastrointestinal de homens e animais, sendo também encontrados em alimentos, água e solo 
(Riboldi et al., 2009; Cassenego et al., 2011; Valenzuela et al., 2008). Atualmente, são conhecidas 
mais de 54 espécies pertencentes ao gênero Enterococcus, sendo que Enterococcus faecalis e 
Enterococcus faecium representam cerca de 80 a 90% e 5 a 15% das causas de infecções clínicas 
em humanos, respectivamente (Euzéby, 2014; d'Azevedo et al., 2006). Esses microrganismos são 
tolerantes ao calor e a cloreto de sódio e podem crescer em altas concentrações de sais biliares. 
Consequentemente espera-se que eles sejam resistentes a desinfetantes físicos e químicos (Fraise, 
2002).  
Uma característica importante desses microrganismos é a resistência intrínseca a uma 
gama de antimicrobianos, como as penicilinas semisintéticas, cefalosporinas, baixos níveis de 
aminoglicosídeos e clindamicina. Além disso, também possuem a capacidade de aquisição de genes 
de resistência, o que pode ocorrer por conjugação ou mutações no DNA, apresentando resistência 
adquirida a antibióticos como cloranfenicol, eritromicina, altos níveis de clindamicina e 
aminoglicosídeos, tetraciclinas, fluorquinolonas e vancomicina (Murray, 1990; Kayser, 2003). Por 
sua ampla distribuição em animais e no ambiente, E. faecalis e E. faecium são utilizados como 
indicadores de contaminação fecal e como índice de saneamento (Keeratipibul et al., 2010). 
 
Desenvolvimento 
A carne, principalmente a de frango, quando fresca serve como excelente substrato para o 
microrganismos. As operações de abate como a depena, a evisceração e o arrefecimento em tanques 
de água têm sido considerados a maior fonte de contaminação em carcaças de aves (Cânoa, 2008; 
Kraszczuk, 2010). A contaminação pode ser a principal responsável tanto por perdas econômicas, 
provocadas pela deterioração da carne, como também pelos problemas ligados a saúde do 
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consumidor, em função da ingestão de bactérias patogênicas ou toxinas por elas produzidas. O local 
de abate e manipulação da carne deve seguir normas higiênicas, como a desinfecção das superfícies 
no abate com hipoclorito de sódio (NaOCl) ou quaternário de amônia (Silva et al., 2001).  
A presença de Enterococcus no trato gastrointestinal de animais pode torná-lo um 
potencial contaminante da carne durante o abate. E. faecalis predomina entre as espécies isoladas de 
amostras de frango em abatedouros de aves (Franz et  al., 2003) e também está associada a carnes 
processadas (Moreno et al., 2006). Keeratipibul et. al. (2010), estudando a prevalência de 
Escherichia coli e Enterococcus spp. em produtos de carne de frango, encontraram a presença 
desses microrganismos em superfícies que entram em contato com a carne. Estudos têm indicado 
uma incidência de Enterococcus em produtos cárneos que pode alcançar até 100% (Hayes et al., 
2003; MacGowan et al., 2006). Em estudo realizado no Brasil em 2008, a prevalência de 
Enterococcus foi de 60% em produtos à base de carne (Gomes et al., 2008). A cadeia alimentar 
pode ser uma fonte importante de disseminação de enterococos resistentes ou de seus genes para as 
bactérias da microbiota do trato gastrointestinal de humanos. 
Sabe-se que ao menos alguns mecanismos gerais responsáveis pela resistência a 
antibióticos são também aplicáveis a biocidas, existindo a possibilidade de resistência cruzada entre 
antibióticos e biocidas (Russel, 2002).  Embora a resistência bacteriana a antibióticos seja bem 
estudada, apenas poucos relatos estão disponíveis sobre a ação de desinfetantes contra 
microrganismos (Guimarães et al., 2000). O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de 
susceptibilidade de E. faecalis isolados de carne de frango frente a concentrações de 2,5% e 8,5% 
de NaOCl e correlacionar com a resistência a agentes antimicrobianos.  
Vinte e dois E. faecalis isolados de amostras de carne de frango selecionados da 
Bacterioteca do Instituto de Ciências Básicas da Saúde – UFRGS foram utilizados nesse estudo. 
Todos os isolados haviam sido previamente identificados em espécie através de testes bioquímicos 
e confirmados para o gênero por PCR utilizando o primer tuf (Frazzon et al., 2010). Os isolados 
resistentes foram analisados quanto ao perfil de susceptibilidade a antibióticos pelo Método de 
Difusão em Disco e apresentaram perfil de resistência aos seguintes agentes antimicrobianos: 
Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Eritromicina, Gentamicina e Tetraciclina (tabela 1).  
A susceptibilidade das amostras de enterococos frente às diferentes concentrações de 
hipoclorito de sódio foi realizada através da técnica dos cilindros carreadores preconizada pela 
“Association of Official Analytical Chemics International” utilizada pelo Instituto Nacional de 
Controle de Qualidade em Saúde. Esse método consiste no uso de dez cilindros de aço inox tipo 304 
por desinfetante, os quais previamente esterilizados por autoclavagem. A seguir, os cilindros foram 
mergulhados em uma suspensão bacteriana de densidade óptica (OD600) 0.4 – 0.66 em caldo de 
infusão de cérebro e coração (BHI-HimediaLaboratoriesLtd., India). Após 15 minutos, os cilindros 
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foram removidos e deixados para secar a 37°C por 40 min. Os cilindros carreadores contendo os 
enterococos foram mergulhados em uma solução de 2,5% ou 8,5% de NaOCl ou solução salina 
(controle positivo) e incubados por 10 min. à temperatura ambiente, como preconizado pelo 
fabricante. Transcorrido esse tempo, os cilindros foram transferidos para uma solução 
neutralizadora de 0,6% de tiossulfato de sódio por 40 min. Após a neutralização, cada cilindro foi 
colocado em um tubo contendo caldo de infusão de cérebro e coração (BHI-Himedia Laboratories 
Ltd., India) e incubado a 37°C por 48h. O resultado positivo era baseado na turbidez apresentada 
nos tubos após o periodo de incubação, e o isolado era considerado tolerante ao desinfetante quando 
pelo menos um dos tubos contendo um cilindro apresentava crescimento.  
Para verificar se nenhuma das soluções utilizadas nos experimentos estava contaminada, 
foi realizado um teste das soluções. Com o auxílio de uma alça de platina, estriou-se, o desinfetante 
NaOCl nas concentrações de 2,5% e 8,5%, a solução de tiossulfato de sódio e a solução salina 
utilizada em cada teste em meio ágar BHI. O período de incubação foi o mesmo do teste, 48h a 
37°C.     
A comparação entre o perfil de isolados suscetíveis e não suscetíveis aos agentes 
antimicrobianos e tolerância aos desinfetantes foi realizada por meio do teste de qui-quadrado. 
Um total de 22 E. faecalis isolados de amostras de frango foram avaliados quanto a 
susceptibilidade frente as concentrações de 8,5% e 2,5% de NaOCl. Os resultados estão 
demonstrados na Tabela 1. A concentração de 8,5% de NaOCl se monstrou mais eficiente em inibir 
o crescimento dos isolados, entretanto dois  isolados (9,09%) apresentaram um ou mais carreadores 
positivos após a exposição ao hipoclorito de sódio. A concentração de 2,5% se mostrou menos 
eficiente que a de 8,5%, onde cinco isolados (23%) apresentaram crescimento após a exposição ao 
biocida. Não foi encontrada diferença significativa entre as duas concentrações testadas (p>0.05). 
Todos os isolados cresceram na presença da solução salina.  
O cloro, sob a forma de hipoclorito de sódio, tem sido o composto mais utilizado para 
garantir a qualidade microbiológica da água e dos alimentos, bem como para aumentar a vida útil 
dos produtos processados (Andrade et al., 1996). O ácido hipocloroso (HClO) pode causar a 
oxidação dos grupos sulfidrila (-SH) de certas enzimas que participam da via glicolítica e o 
rompimento de sistemas vitais, como transportadores de membrana e síntese de DNA (Keeratipibul 
et. al., 2010). Arruda (2007) observou que isolados de E. faecalis foram inativados após a exposição 
à NaOCl na concentração de 2,5% por 10 minutos. Outros estudos também mostraram a eficácia do 
NaOCl sobre E. faecalis e outros microrganismos (Sassone et al., 2008; Gomes et al., 2010; Ibrahim 
et al., 2008). Ayhan et al. (1999), testaram duas concentrações de NaOCl (0,5% e 5,25%) sobre 
microrganismos comumente encontrados em sistemas de canais radiculares, entre eles E. faecalis, e 
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verificaram que a maior concentração de NaOCl resultou em diminuição significativa no 
crescimento da bactéria. 
Tabela 1. Susceptibilidade dos isolados alimentares de Enterococcus faecalis a concentrações de 
2,5% e 8,5% de NaOCl. 
ISOLADOS 2,5% NaOCl 8,5% NaOCl Salina Perfil de resistência 
E5      -       -      + Eri+Gen 
E7      -       -      + S 
14 + - + Eri+Tet 
15 - - + Eri+Tet+Clo 
19 
22 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
Tet+ Clo 
Eri+Tet+Cip 
23 - - + Tet+ Clo 
24 + + + Tet+ Clo 
25 
26 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
Eri+Tet 
Eri+Tet+Clo 
27 + - + Eri+Clo+Tet 
30 - - + Eri+Tet+Clo 
32 - - + Tet+ Clo 
33 - - + Tet+Clo 
34 - - + Tet+ Clo 
35 - - + Tet+ Clo 
38 - - + Tet 
39 - - + Tet+ Clo 
40 - - + Tet 
41 - - + Tet 
42 
43 
- 
- 
-                                       
- 
+ 
+ 
Tet+ Clo 
Tet+ Clo+Cip 
Legenda: eritromicina (Eri), ciprofloxacina (Cip), cloranfenicol (Clo), tetraciclina (Tet) e 
gentamicina (Gen). +: um ou mais carreadores apresentaram crescimento em BHI após a exposição 
ao biocida, -: nenhum carreador apresentou crescimento em BHI após a exposição ao biocida. 
 
Um achado muito importante no presente estudo foi a identificação de isolados de E. 
faecalis tolerantes as concentrações de 2,5% e 8,5% de NaOCl. Segundo Fraise (2002), os possíveis 
mecanismos de tolerância a biocidas em cocos Gram-positivos incluem bombas de efluxo, alteração 
do sítio alvo e mudanças na estrutura da parede celular. Diversos fatores podem influenciar a 
susceptibilidade dos microrganismos presentes em uma linha de abate de frango. Uma das 
desvantagens da utilização do cloro é que este biocida é rapidamente inativado pela matéria 
orgânica, tendo escassa atividade quando aplicado a superfícies de carcaças e de equipamentos 
sujos por resíduos durante o processo (Cânoa, 2008). Além disso, concentrações residuais de 
desinfetantes podem agir como um foco para sobrevivência de microrganismos ou para uma gradual 
ou rápida seleção de bactérias tolerantes a biocidas (Russel, 2002). Segundo Sander (2002), 
bactérias apresentam tolerância após uma exposição prolongada aos desinfetantes, e bactérias do 
mesmo gênero e espécie podem apresentar diferenças na sensibilidade frente ao mesmo 
desinfetante. Na indústria de alimentos, cepas tolerantes a biocidas tornam-se difíceis ou 
impossíveis de serem eliminadas, tornando-se uma potencial fonte de contaminação que pode levar 
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a deterioração dos alimentos ou a transmissão de doenças. Até o momento, no Brasil não existem 
muitos estudos avaliando o perfil de tolerância de cepas de enterococos aos biocidas. 
Os isolados que apresentaram tolerância as concentrações de 8,5% e 2,5% de NaOCl 
também demonstravam resistência a antimicrobianos, entretanto nenhuma relação pode ser feita 
com o perfil de resistência e a tolerância ao NaOCl.  Romão et al. (2005), comparando dois grupos 
de isolados de Pseudomonas aeruginosa (susceptíveis e poucos susceptíveis a um desinfetante)  não 
encontraram diferenças entre os grupos em relação a resistência a antibióticos. Do mesmo modo, 
Guimarães et al. (2000) testaram isolados de Enterococcus (susceptíveis e resistentes a 
gentamicina) obtidos de sítios cirúrgicos de infecção e não observaram qualquer relação entre 
susceptibilidade a antibióticos e desinfetantes. Outros estudos também não observaram relação entre 
susceptibilidade a antibióticos e desinfetantes (Rutala et al., 1997; Bradley et al., 1996). A 
tolerância a biocidas é mediada por mecanismos similares àqueles que medeiam à resistência a 
antibióticos, incluindo inativação ou modificação da droga, alteração do sítio alvo e alteração da 
concentração devido à diminuição da permeabilidade ou aumento do efluxo. Fraise (2002) relata 
que é inevitável que cepas de enterococos apresentem resistência intrínseca a agentes químicos, 
embora não seja clara a relação entre resistência antimicrobiana e tolerância aos agentes químicos.   
 
Considerações finais 
O Brasil é o terceiro maior produtor de carne de frango do mundo e detém a condição de 
líder mundial de exportação, fato que coloca o país em posição de destaque e aumenta a 
responsabilidade sobre a qualidade e a segurança sanitária dos nossos produtos. Nesse estudo, 
enterococos isolados de carne de frango mostraram-se tolerantes a um biocida comumente utilizado 
nas indústrias de alimentos. Ao nosso conhecimento, no Brasil não existem estudos que avaliam a 
tolerância de E. faecalis isolados de carne de frango a diferentes concentrações de NaOCl. É 
importante salientar que alguns mecanismos de tolerância aos biocidas podem ser transferíveis para 
outras células bacterianas e se tornar um grande problema no futuro.  
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